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AVALIACAO DA RESISTENCIA A CORROSAO E CITOTOXICIDADE DE LIGAS
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Fevereiro / 2018
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O titanio e suas ligas sdo os materiais mais atrativos para implantes devido as suas
excelentes propriedades mecénicas, maior biocompatibilidade e melhor resisténcia a corrosao
em comparacdo com as ligas convencionais. Para este tipo de aplicagdo, a resisténcia a
corrosdo é crucial, uma vez que os fluidos fisioldgicos sdo eletrolitos agressivos que contém
ions cloreto. Diante deste fato, as modificaces de suas superficies tém sido propostas como
uma maneira de garantir um alto desempenho do implante tanto na resisténcia a corrosao
como na melhoria do processo de osteointegracdo. Portanto, neste trabalho, ligas Ti—35Nb—
XxTa (x = 0; 2.5; 5.0; 7.5) foram solubilizadas a 1000 °C /1h, resfriadas em &gua e
posteriormente anodizadas a 20V por 1lh. Em seguida entdo submetidas aos testes
eletroquimicos e de citotoxicidade com o intuito de avaliar a resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade. Os resultados mostram que ligas contendo maiores teores de Ta
apresentam maiores resisténcias a corrosao em SBF, antes e ap0s 0 processo de anodizagao. O
aumento da concentracdo do tantalo desloca as curvas de polarizacdo anddica para regides de
menores densidades de corrente e as resisténcia a polarizacdo, Rp, indicam que o filme de
oxido fornece uma melhor barreira contra os ions agressivos a medida que o tantalo é
adicionado a liga. Nos experimentos de citotoxicidade, a analise de dados mostra que
nenhuma das amostras testadas foi citotdxica apds um dia de contato com as células. As
comparagles entre 0s grupos mostram que ndo existem diferencas estatisticas entre eles,
exceto para a Ti-35Nb-7.5Ta ndo anodizada, que apresentou uma maior quantidade de células

vivas.
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Titanium and its alloys are considered to be the most attractive metallic materials for
implants because of their excellent mechanical properties, superior biocompatibility and better
corrosion resistance in comparison with conventional alloys. Corrosion resistance is a crucial
property for this kind of application once physiological fluids are chloride containing
solutions. Moreover, their biocompatibility is directly associated with this property. As a
result, surface modifications are being utilized on implant surfaces to guarantee an optimal
performance. Therefore, in this work, Ti-35Nb—xTa (x = 0; 2.5; 5.0; 7.5) (% wt) alloys were
solution treated at 1000-C /1h
and cooled under water, anodized at 20 V for 1 h, and then submitted to electrochemical and
cytotoxicity tests, with the intention to evaluate their corrosion resistance and
biocompatibility. These tests were also realized in alloys without surface modifications.
Outcomes show that the alloys containing bigger amounts of Ta present higher corrosion
resistance in SBF. In the anodized alloys, it is also observed an increasing trend when Ta is
added to Ti—35Nb alloys. Their higher values of resistance to polarization, Ry, indicate that
the formed anodic oxide films provide a better protecting barrier against aggressive ions. In
cytotoxicity experiments, the analysis of the data shows that none of the tested samples was
cytotoxic after one day of contact with the cells. Comparisons between groups show that there
were no statistical differences, except for the Ti-35Nb-7.5Ta alloy without surface

modification.

Keywords: Ti alloys, anodization, biocompatibility, implants
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida, as lesdes causadas por acidentes domésticos e
as deformidades provocadas por violéncia no transito sdo apontados pelos especialistas
como as principais causas do crescimento do numero de cirurgias que necessitam de
implantes ortopédicos (GIAVARESI et al., 2004; MIRANDA et al., 2013). Devido a
tais fatores séo colocados aproximadamente 1,5 milhdo de préteses de quadril e 250 mil
de joelho por ano (NASAB et al., 2010), crescendo, assim, a demanda por biomateriais

para a fabricacao desses dispositivos.

Embora o mercado j& disponibilize de uma grande variedade de biomateriais
destinados a fabricacdo de proteses, pesquisas realizadas pela Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (FDA — Food and Drug Administration) nos Estados Unidos
apontam para altos indices de falhas e complicacbes em diversos tipos de préteses
(GRIGAL et al., 2012). No Brasil, o portal do Ministério da Saude relatou que o SUS
(Sistema Unico de Salde) gastou 103 milhdes de reais em 2005 com cirurgias para a
retirada ou reparacdo de préteses que falharam na sua funcdo. Assim, apesar de muitos
dispositivos médicos serem implantados todos os anos, ainda existe espaco para

inovacdo e melhoria dos biomateriais.

Dessa forma, os estudos sobre aspectos que condicionam a qualidade de um
biomaterial, tais como: resisténcia a corrosdo, interacdo implante/tecido, densidade e
propriedades mecanicas, sdo necessarios para assegurar a funcionalidade plena das
proteses (SCHEMITSCH et al., 2010). Para a substituicdo de longo prazo, os
biomateriais metalicos sdo considerados a melhor opcdo devido a suas boas
propriedades mecanicas, especialmente em aplicacfes de suporte de carga, isto é, nas
articulacdes de joelho, de quadril e dentarias (GAMES et al., 2012; GRIGAL et al.,
2012). Nesse caso, o titanio e suas ligas sdao os materiais metalicos mais comumente
utilizados devido, também, a elevada resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade
(FAVERANI et al., 2011).

Dentre as ligas de Ti, destacam-se as do tipo beta obtidas a partir de elementos
de liga biocompativeis (Nb, Mo, Ta e Zr), Essas ligas oferecem a possibilidade de

associar baixo modulo de elasticidade, cujos valores sdo mais proximos ao do 0sso que
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outros materiais metalicos, além da alta resisténcia a corrosdao (WANG et al., 2008;
MOHAMMED et al., 2014).

A alta resisténcia a corrosdo do titanio e suas ligas ocorre pela formacdo
espontanea de uma fina camada de éxido de TiO, sobre suas superficies, resultante da
exposicdo ao oxigénio. Esta camada atribui propriedade de biocompatibilidade ao
titdnio e suas ligas (HUANG, 2003). Quando envoltos por um meio &cido, como a
saliva ou outros componentes como ions de fluoreto e cloreto, o efeito protetor da
camada pode ser afetado, iniciando um processo de corrosdo que, por sua vez, pode
influenciar na funcionalidade e na biocompatibilidade dos implantes, podendo estes
sofrer alteragOes estruturais que venham a comprometer sua estabilidade estrutural e
passividade (NIKOLOPOULOU et al, 2006; CORREA et al, 2009;
ASHRAFIZADEH, 2009).

A resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade tem relacdo intima com a
osseointegracdo, que pode ser definida como conexdo estrutural e funcional direta entre
0ss0 organizado vivo e a superficie de um implante submetido a carga, auxiliando na
recuperacdo e adaptacdo do tecido, estdo diretamente ligadas a superficie do material
(BRAMMER et al.,, 2012; GRIGAL et al., 2012). Dessa forma, os tratamentos de
superficie se constituem como alternativa para esses biomateriais metélicos alcancarem
uma boa funcionalidade, minimizar a reacdo de rejei¢do do corpo estranho ao promover
a osseointegracdo, assim como para aumentar a resisténcia a corrosdo no meio
fisiologico (WENNERBERG, ALBREKTSSON e LAUSAMAA, 1996; RATNER e
BRYANT, 2004). Isso pode aumentar a eficécia e a durabilidade do implante, evitando
novas cirurgias que, além de custosas, sao traumatizantes e de alto risco para o paciente
(OLIVEIRA et al., 2003).

As técnicas de modificagdo de superficie no Ti e suas ligas incluem tratamentos
mecanicos, pulverizagdo térmica, processo sol-gel, tratamentos quimicos e
eletroquimicos, implantacdo de ions, entre outros (SUL et al., 2002; GRIGAL et al.,
2012), sendo as de maior emprego as técnicas eletroquimicas, mais particularmente, a
anodizacdo devido ao seu baixo custo, simplicidade e versatilidade. Nesse processo
podem-se produzir diversas alteracbes na microtopografia através da variacdo de

parametros como: natureza do eletrolito, tenséo e tempo aplicados, temperatura, etc.



Essas alteragdes microtopograficas incluem mudancas no grau de porosidade e
rugosidade, ambas importantes para a qualidade da osseointegracdo dos implantes.

A literatura mostra algumas ligas de Ti do tipo beta com propriedades mecéanicas
e caracterizacdo micro estrutural bem definida, mas que ainda necessitam de maior
atencdo quanto as suas propriedades de superficie (LI, ZHAN e JIANG, 2012; SOUZA
et al., 2010). Dentre estas, pode-se citar as ligas Ti-xNb—yTa (x = 25; 30; 35; y = 0; 2,5;
5; 7,5), investigadas por SOUZA et al.(2010), cujo grupo Ti-35Nb-xTa apresentou a
melhor combinacdo de propriedades para implantes femorais. Portanto, este trabalho
visa contribuir com o estudo de biomateriais metédlicos ao avaliar a influéncia das
adicOes de tantalo sobre a resisténcia a corrosao e biocompatibilidade de ligas Ti-35Nb-

XTa antes e apds o processo de anodizacao.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL.:

Avaliar a resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade das ligas Ti-35Nb (0; 2,5;
5,0; 7,5) Ta (% em peso) com e sem formacdo de camadas de dOxidos obtidas por

anodizagéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v" Correlacionar a influéncia dos teores de tantalo sobre as camadas de 6xidos
formadas por anodizacao;

v' Avaliar a resisténcia a corrosdo das ligas, com e sem modificacbes das
superficies, em meio de SBF;

v Avaliar a toxicidade das ligas com e sem modificacfes das superficies através de

testes de citotoxicidade in vitro em células osteoblasticas do tipo MC3T3.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. BIOMATERIAIS

O desenvolvimento dos biomateriais teve inicio h4 milhares de anos com a
utilizacdo de materiais para tratar, aumentar a eficiéncia ou substituir tecidos e 6rgaos.
No entanto, conceitos relativos a infeccdo e reacdo bioldgica ainda ndo eram
conhecidos, o que resultava em alto indice de insucesso. Com o passar dos anos e a
evolucdo da ciéncia, as propriedades desses materiais foram estudadas e melhoradas.
Tornando mais solida a utilizacdo de variados materiais para a confeccdo de implantes,
assim como o seu conceito (NAVARRO et al., 2008)

Segundo WILLIAN et al.(1987), biomateriais s&do todas as substancias ou
combinacdo de substancias, exceto farmacos, de origem natural ou sintética, que podem
ser usadas durante qualquer periodo de tempo, como parte ou como sistemas que tratam,
aumentam ou substituem quaisquer tecidos, 6rgaos ou func¢des do corpo. Essa defini¢do
é a mais difundida atualmente e € o resultado da evolucdo desses materiais, a qual pode
ser dividida nas seguintes geracdes (CUI et al., 2009; POPA et al., 2011; GRIGAL et
al., 2012).

12 - Emprego de materiais predominantemente de origem natural, tais como:
ouro e marfim na reposicdo de dentes, vidro para reposi¢cdo do globo ocular, agco ou

madeira para confecgdo de proteses de membros.

2% - Uso de materiais avangados, desenvolvidos para outras aplica¢@es (industria

automobilistica, aerondutica e bélica). Ex: ligas de titanio, lentes acrilicas e teflon.

3% - Uso de materiais desenvolvidos com caracteristicas especificas de acordo

com a aplicacgdo. Ex.: valvulas cardiacas e marca-passos.

428 - Confeccdo de materiais que empregam os conceitos de Biomimética
(reproducdo de formas e/ou funcdo de tecidos bioldgicos) e da Engenharia de Tecidos.
Essa geracdo inclui os materiais que devem servir como arcabougos para 0 crescimento

celular in vitro, desenvolvendo o tecido que posteriormente sera implantado.



De acordo com WILLIANS (1992), um biomaterial deve atender a certos
requisitos para apresentar um bom desempenho, tais como: ser compativel, de forma a
ndo produzir reaces inflamatorias intensas, toxicas ou alérgicas; proporcionar
bioadesdo (inducdo do crescimento do tecido) e ser biofuncional, ou seja, deve
apresentar um conjunto de propriedades que o capacite a desempenhar uma fungéo

desejada.

Segundo sua composicdo quimica, 0s biomateriais podem ser divididos em
quatro grandes grupos: materiais ceramicos, poliméricos, metalicos e compdsitos. Cada
grupo apresenta diferentes propriedades, assim, a escolha por um deles dependera do
tecido a ser substituido. Nesse caso, a relacdo do material com o meio onde é submetido
se constitui como um dos fatores mais importantes para o sucesso do implante
(GRIGAL et al., 2012).

Os biomateriais candidatos a implantes podem ainda ser classificados, quanto a
sua resposta bioldgica, ou seja, como o organismo e o implante se comportam quando o
material e implantado. Os materiais sdo classificados em bioinertes ou biotolerantes,
biointeligentes e bioativos (RIGO et al., 1999; EISENBARTH et al., 2004).

Os biotolerantes ou bioinertes, promovem o encapsulamento do implante e isso
faz com que o tecido e a superficie do material ndo mantenham uma ligagdo quimica, o
que torna tal interacdo tecido/implante limitada apenas a um suporte. Como exemplos
desses tipos de materiais temos o ouro, as ligas Co-Cr, agos inoxidaveis, zircénio,
titanio, nidbio, tantalo e politilmetacrilato (RIGO et al., 1999; GRIGAL et al., 2012).

Materiais inteligentes ou biomiméticos, implica que esses materiais serdo
capazes de sentir mudancas nos seus ambientes e assim responder a essas

mudangas segundo maneiras predeterminadas (Holzapfel et al., 2012).

Os bioativos contribuem para a formacdo de um novo tecido havendo troca de
ions e surgimento de ligacGes quimicas na interface osso-implante, materiais mais
desejados para dispositivos implantaveis, pois ajuda na recuperacao do tecido lesionado,

proporcionando ao paciente uma melhor recuperacdo (FAVERANI et al., 2012).



Segundo Francischonen & Vasconcelos (1998), a recuperacdo do tecido ¢sseo
ocorre através da osseointegracdo, que corresponde a conexdo direta, estrutural e
funcional entre 0 0sso e a superficie de um implante. A interacdo entre o biomaterial e 0
fluido bioldgico depende das caracteristicas de sua superficie, tais como: fatores
quimicos, rugosidade e topografia (POPA et al., 2011), o que a torna, portanto, crucial
para o sucesso do implante.

Nesse sentido, as ligas metalicas com superficies modificadas ganham grande
atencdo quando se trata da substituicdo de tecidos duros, pois com essas modificacdes
0s materiais bioinertes podem se tornar bioativos. Dentre esses materiais metalicos,
destacam-se o Ti e suas ligas, 0s quais séo bioinertes e possuem propriedades mecéanicas
desejaveis para implantes ortopédicos e dentarios. Outra caracteristica importante € que
estes materiais formam naturalmente uma camada de Oxido em sua superficie que
contribui, tanto na resisténcia a corrosdo como na proliferagdo celular. (RIGO et al.,
1999; FRAUCHIGER et al., 2004; GAMES et al., 2012).

Vérias técnicas sdo empregadas para modificar as superficies do Ti e suas ligas,
dentre elas, pode-se citar a oxidacdo anddica, oxidacdo térmica, tratamento quimico,
sol-gel e deposicdo de feixe acrescido de ion (IBED) (Lin e Yen et al., 2006), sendo que
a oxidacdo anddica fornece uma morfologia de éxido nanotubular, que propicia a

bioadesdo e osseointegracao.

3.2. TITANIO E SUAS LIGAS

O titénio € um elemento que pode apresentar dois tipos distintos de estruturas
cristalinas: CCC (fase B) e HC (fase a), as quais sao representadas na Figura 3.1. A fase
B ¢ estavel em temperaturas superiores a 883°C, sendo esta temperatura de

transformacéo alotropica conhecida como B-transus.
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Figura 3.1 Células unitarias das fases p e o (MELLO et al ., 2014).

A adicdo de elementos de liga ao titdnio pode alterar a temperatura de
transformacdo alotrépica e a quantidade de cada fase presente. Elementos como o
aluminio, galio e germanio, além dos intersticiais como o carbono, oxigénio e
nitrogénio elevam essa temperatura ampliando o campo de existéncia da fase o, como

mostra a Figura 3.2a sendo, portanto, denominados de elementos a-estabilizadores.

Por outro lado, se elementos B-estabilizadores sdo utilizados, a fase B se torna
estavel em temperaturas menores que 883°C. Nesse caso, tais elementos podem ser
divididos em B-isomorfos, onde se destacam o molibdénio, vanadio, tantalo e niobio, e
B-eutetdides, tais como: ferro, manganés, cromo, cobalto, niquel, cobre, silicio e
hidrogénio. As Figuras 3.2b e 3.2c mostram o efeito dos elementos B-isomorfos e -
eutetoides sobre o diagrama de fases, respectivamente. Atraves destas figuras, é possivel
verificar que a fase  se decompde em o + B com a utilizagdo de elementos -isomorfos,

enquanto que nos [-eutetoides, essa decomposi¢do resulta em a + TiX, onde X é 0

elemento B-estabilizador.

Por fim, podem ainda ser encontrados elementos classificados como neutros ja
que ndo influenciam de forma significativa na B-transus. O zirconio e o estanho sdo

conhecidos por apresentar tal efeito, que pode ser observado no diagrama de fase
apresentado na Figura 3.2d.
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Figura 3.2 Efeito dos elementos de liga nos diagramas de fase das ligas de titanio. (a) o-
estabilizadores; (b) B-estabilizadores isomorficos; c) B-estabilizadores eutetoides; d) elementos
neutros(LUTJERING; WILLIAMS et al., 2007).

Dependendo de suas microestruturas, o titanio e suas ligas podem ser divididos
em trés classes principais: as do tipo a, do tipo a + B, e do tipo B. As ligas «
correspondem ao titanio comercialmente puro em seus diferentes graus, e as ligas que
apresentam uma fracao de volume de fase B menor que 10%. Estas ligas possuem uma
boa resisténcia mecanica e resisténcia a fluéncia em altas temperaturas, além de boa
soldabilidade (COLLINGS et al .,1984).

As ligas do tipo a+f apresentam microestruturas bastante diversificadas onde a
fracdo de volume de B pode variar entre 10 e 50%. As ligas desta classe foram
amplamente empregadas em implantes ortopédicos e dentarios nas uUltimas décadas
devido a grande disponibilidade e boa combinacdo de propriedades. Um exemplo
classico do tipo a + B ¢ a liga Ti-6Al-4V, desenvolvida para aplicacdes na industria
aeroespacial e posteriormente utilizada na confeccdo de implantes femorais (LI et al.,
2014; GLYNN et al., 2014). Infelizmente, algumas restricbes passaram a ser feitas
quanto ao emprego dessas ligas em dispositivos implantaveis, devido & presenca do
vanadio, que tanto no estado elementar quanto na forma de 6xido é tdxico, e a presenca

do aluminio que tem sido associada ao mal de Alzhmeir (ELIAS et al., 2015).

As ligas do tipo B possuem grandes quantidades de elementos [-estabilizadores,
podendo apresentar uma mistura estavel de o e 3, com a fase a precipitando em seus
contornos de grdos. Essas ligas sdo trataveis termicamente por envelhecimento e
apresentam boa conformabilidade, mas baixa soldabilidade. Por possuirem modulo de
elasticidade mais proximo ao do 0sso quando comparado com outros materiais

metalicos, bem como melhor resisténcia a corrosdo em ambientes bioldgicos, sdo



consideradas as candidatas mais promissoras para implantes ortopédicos e dentarios
(LEYENS, 2003; POP et al., 2011; LILJA et al., 2011; FAN et al., 2016).

Em ligas do tipo B, quando o equilibrio termodindmico ndo é alcancado, fases
metaestaveis podem ser observadas, tais como: fases martensiticas (o’ € o) ¢ a fase w.
As fases martensiticas se formam sob resfriamento rapido a partir do campo 3 quando a
M; € atingida, cujo tipo de estrutura cristalina dependera da concentracdo do elemento
de liga. Para baixas concentracdes, uma martensita com estrutura hexagonal (o.’) sera
formada. Por outro lado, a medida que a concentracdo se eleva, esta martensita sera
entdo substituida por uma com estrutura ortorrdmbica (o’’) (DOBROMYSLOV e
ELKIN, 2001).

A fase o é observada em uma faixa muito limitada de teores de elementos -
estabilizadores e sua ocorréncia estd associada a variagdo de temperatura imposta a liga.
Assim, quando surge a partir de um resfriamento rapido, como resultado do colapso dos
planos dentro da fase B que o originou, esta fase ¢ denominada de fase ® atérmica. Se
gerada durante um tratamento térmico de envelhecimento ou sob resfriamento lento, a
fase ® se formara por processos de nucleacdo e crescimento e, nesse caso, é

denominada de fase o isotérmica.

Como dito anteriormente, no processo de selecdo de novas ligas de titanio para
aplicacdes biomédicas, as ligas  sdo apontadas como as mais indicadas, principalmente
quando elementos como Mo, Nb, Zr e Ta sdo adicionados ao Ti. Com relacdo ao Nb e
Ta, vale destacar que estes séo B-estabilizadores isomorfos que possuem a capacidade
de reduzir o modulo de elasticidade de ligas de titanio, visto que suas adi¢cGes conduzem

a um aumento progressivo no parametro de rede da fase B, diminuindo a forca de

ligacdo entre os atomos (DOBROMYSLOV e ELKIN, 2001).

Estudos in vivo realizados para avaliar a biocompatibilidade, osseointegracéo e
liberagdo de ions metalicos, utilizando diferentes elementos de liga B-estabilizadores,
mostraram também que o nidbio e o tantalo apresentam caracteristicas de elementos que
podem fazer parte de ligas destinadas a fabricacdo de implantes, como verificado na
Tabela 3.1. Ainda quando comparados ao aluminio, zircénio, aco 316L e titanio (grau

2), ambos mostraram uma melhor resposta bioldgica (EISENNBARTH et al., 2004;
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MATSUNO et al., 2001; HUSSEIN et al., 2016). Por esses motivos, o uso de Nb e Ta
em ligas de titanio tem sido frequente.

Tabela 3.1. Resultado de testes realizados para avaliagdo da biocompatibilidade de
diferentes tipos de metais (BARTAKOVA et al., 2009)

ELEMENTO TESTE D~E TESTE~DE TRIAGEM AVALIACAO
DILATACAO ADESAO GLOBAL
Mo Tolerante Tolerante Tolerante Tolerante
Nb Compativel Compativel Compativel Compativel
Ta Compativel Compativel Compativel Compativel
Ti Compativel Compativel Compativel Compativel
\ Tolerante Toxico Tolerante Tolerante
Zr Compativel Compativel Compativel Compativel

Souza et al.(2010) realizaram um estudo microestrutural e de propriedades
mecanicas de ligas Ti-xNb-yTa (x = 25; 30; 35; y = 0; 2,5; 5; 7,5) (% em peso) sob
diferentes condicdes de resfriamento. Seus resultados mostraram que a liga Ti-35Nb-
7,5Ta resfriada em agua a partir do campo B, apresentou menor médulo de elasticidade
(64 GPa) com microestrutura constituida pela fase B sendo, portanto, a composic¢ao,
dentre as ligas estudadas, com melhores caracteristicas para confeccdo de implantes

femorais .

3.3. RESISTENCIA A CORROSAO DO TITANIO E SUAS LIGAS EM MEIO
BIOLOGICO

Segundo Sittig et al. (1999), o sucesso ou falha de um implante esta fortemente ligados
as suas propriedades de superficie. Sabe-se que ao interagir com o oxigénio, o titanio e
suas ligas criam uma camada de 0xido em suas superficies, sendo o TiO, 0 0xido mais
comum e mais estavel em uma extensa faixa de pH, como mostra o Diagrama de
Pourbaix na Figura 3.4. Este 6xido existe em trés diferentes formas cristalinas: rutilo
(tetragonal, P4,/mnm), bruquita (ortorrdmbica) e anatasio (tetragonal, 14/amd), sendo o
rutilo o mais estavel e o que apresenta uma melhor biocompatibilidade (BRANEMARK
et al).
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Figura 3.3. Diagrama de Pourbaix para o Ti em meio aquoso: representacdo dos potenciais de
equilibrio (E) em relagdo ao pH ( POURBAIX et al., 1963).

Quando exposta aos fluidos corporais, essa fina camada de dxido impede que o
metal se degrade e libere ions para o organismo, protegendo-o contra a corrosao (HOBO
et al., 1997; BORN et al., 1998; LINDBERG et al., 2008; LILJA et al., 2011; GAMES
et al., 2012; LIU et al., 2012). A Figura 3.4 mostra uma representacdo esquematica da
composicdo dessa camada quando em contato com o fluido corporal. Se danificada, ela
¢ ainda restaurada em um periodo de tempo muito curto devido a sua capacidade de
repassivacdo (VELTEN et al., 2002). No entanto, heterogeneidades do material como
presenca de inclusdes ou fases com diferentes potenciais podem forcar a ocorréncia da
corrosdo, e provocar a degradacdo do material ((SAHBALOVSKAYA, 2007; LIU et
al., 2012). Essa degradacdo é facilitada pela presenca de ions cloreto no fluido corporal
que favorece a incidéncia de corrosdo por pites, sendo este tipo de corrosdo muito
frequente em implantes (CLARU & MEYER, 1998; FOVET et al., 2001; HUANG et
al., 2002; BUCCI et al., 2003).

12
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Figura 3.4. Representacdo esquematica da composi¢do da camada de o6xido formada sobre a

superficie de Ti-CP em contato com o fluido corporal (TEXTOR et al., 2001).

Outro tipo também muito comum de corrosdo em implantes metalicos € a
corrosdo em frestas, que surge devido a presenca de fendas em sua superficie ou
naquelas existentes entre o material metalico e outro componente, metalico ou ndo. Este
caso é observado no espaco criado na fixacdo de uma placa metalica por parafusos.
Tanto a corrosdo por pites quanto a corrosdo por frestas causa danos ao implante
comprometendo seu desempenho, o que pode implicar na necessidade de remogédo do
dispositivo (METALS HANDBOOK, 1987; WILLIAMS, 1990). Portanto,
modificacdes nas superficies desses materiais implantaveis por processos que permitam
aumentar sua resisténcia a corrosdo nesse meio surgem como uma alternativa que
contribui para alcancar condi¢cbes mais desejaveis quando se trata desse tipo de

aplicacdo.

3.4. TRATAMENTOS DE SUPERFICIE EM LIGAS DE TITANIO

Para materiais metalicos destinados a implantes, a adesao celular e a resisténcia
a corrosdo sdo de fundamental importancia para um efetivo sucesso do dispositivo,
portanto, uma superficie apropriada deve fazer parte do conjunto de propriedades do
material (SILVA, et al; 2003). Nesse sentido, varios tratamentos superficiais tém sido
empregados para o titanio e suas ligas a fim de potencializar tais caracteristicas. De
modo geral, estes tratamentos podem ser classificados como modificagdes mecanicas,
quimicas ou eletroguimicas, e fisicas, como mostra a Tabela 3.2, onde também ¢é

possivel observar seus respectivos beneficios.
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Tabela 3.2 Métodos de modificacdo de superficie empregados para titanio e suas ligas
(SOBIESZCZYK et al., 2010).

METODO DE MODIFICACAO DE
SUPERFICIE EFEITO
Métodos Mecénicos

Usinagem Aumento da adesé&o a partir da topografia
Lixamento de uma superficie especifica
Polimento
Jateamento

Métodos Quimicos e Eletroquimicos
Tratamento Acido Aumento da biocompatibilidade,
Tratamento Alcalino bioatividade e condutividade 0ssea.
Tratamento Sol-gel Aumento da resisténcia a corrosao.
Oxidacdo Anddica Remocdo de contaminacgao
Deposicdo Quimica de Vapor (CVD)

Métodos Bioquimicos

Métodos Fisicos

Plasma Spray, Aspersdo Térmica. Aumento da biocompatibilidade e da
Deposicdo Fisica de Vapor (PVD) resisténcia ao desgaste e a corrosao.
Implantacdo I6nica
Plasma

Os tratamentos superficiais mecanicos sdo utilizados para alterar a rugosidade
através de processos de subtracdo de material da superficie, enquanto que os
tratamentos superficiais fisicos ttm como principio a deposi¢do de algum material (ex.:
deposicdo de hidroxiapatita). Por outro lado, é nos tratamentos superficiais
eletroquimicos que se encontra 0 maior nimero de trabalhos publicados, com destaque
para o processo de anodizagdo (WU et al., 2013; SISTI et al., 2006),

3.4.1. ANODIZACAO

A anodizacdo € um processo eletroquimico que permite preservar todas as
propriedades intrinsecas do metal, protegendo-o contra agressividade do meio ambiente,
a partir da criacdo de uma camada de éxido sobre a superficie,. Esse processo € bastante

utilizado devido ao baixo custo, simplicidade e versatilidade, além de ser facilmente
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controlavel reprodutivel e possibilitar uma boa interagdo bioldgica entre o tecido e
implante, trazendo um ganho consideravel na resisténcia a corrosdo do material (HALL
etal., 2017; TOSHIAKI et al., 2016).

Como dito anteriormente, a formacdo da camada de Oxido no titanio é um
processo espontaneo que ocorre em condicGes atmosféricas, atraves da reacdo deste
metal com o oxigénio. Entretanto, nestas condi¢des as camadas formadas ndo atingem
espessuras e determinadas morfologias de interesse para aplicacdes biomédicas. Desta
forma, o processo de anodizacdo estimula o crescimento deste 6xido em condicdes
controladas, de modo a obter camadas mais espessas e morfologias que ndo seriam

possiveis em um processo natural.

O processo de anodizacdo utiliza uma célula eletroquimica, cujo metal, que se
deseja anodizar, é ligado ao polo positivo de uma fonte de corrente continua
transformando-se no anodo, como mostra a Figura 3.6. O catodo é ligado ao polo
negativo podendo ser um metal condutor que ndo reaja com o banho de anodizacéo,
como a platina ou grafite. Uma diferenca de potencial entre os eletrodos é gerada,
resultando na formacdo de um campo elétrico entre eles, o qual sera responsavel pela
dissolucdo do metal e formacdo da camada de 6xido na sua superficie (MACAK et al.,
2007).

Variacor de tensdo

Catodo (-

Agtador . '
m S
\ . !

Célula detrolitica

S

Amostra

Solugio eletrolitiza
L

| R ISR RPN t’"d

Figura 3.5 Esquema de uma célula eletroquimica

Este filme passivo, resultado da anodizagdo, possui normalmente poucos
nandmetros de espessura e diferentes 6xidos podem estar presentes, a depender dos
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elementos de liga, no entanto, o 6xido de titanio (TiO,) € considerado um dos mais
estaveis ( ROOT et al, 2017).

A nova camada de 6xido é firmemente aderida ao substrato, o que beneficia
tanto a resposta biolégica do implante quanto a resisténcia a corrosdo (TOSHIAKI et
al., 2016). As camadas resultantes podem ser camadas compactas, porosas
desordenadas, porosas ordenadas ou nanotubulares altamente ordenadas, como é visto
na Figura 3.7 (ROOT et al., 2017; KARAMBAKHSH et al., 2012).Dentre as
morfologias citadas, a nanotubular é a de maior interesse ao promover uma melhor
adesdo das células a superficie do implante, além de evitar proliferacdo de bactérias
minimizando os processos inflamatdrios (JINGYAN et al., 2017; JIA-YUN et al.,
2016).

De forma geral, o0 mecanismo de anodizagdo é governado pela composicéo do
eletrolito, pH, tensdo aplicada, temperatura, agitacdo e tempo em que o metal é exposto
a tensdo. A alteracdo de um desses parametros pode ocasionar a obtencdo de camadas
de 6xido com diferentes estruturas, morfologias e composic¢6es quimicas (CIPRIANO et
al., 2014., 2016; ROOT et al., 2017). A Figura 3.8 mostra um exemplo desse efeito em
relacdo a composicdo do eletrélito, onde é possivel observar que a presenca de ions

fluoreto estimula a formacao de uma camada nanotubular.

Oxido

SEETEETT  Oxido
poroso

/ 'desordenado

Oxido
poroso
ordenado

Oxido
tubular
ordenado

Figura 3.6. Tipos de camadas de 6xido que podem ser formadas sobre o metal no processo de
anodizacdo (ROOT et al., 2017; KARAMBAKHSH et al., 2012).
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Figura 3.7 a) Desenho esquematico mostrando a dependéncia das condi¢des de anodizagdo no

controle da estrutura TiO,, b) Imagens de elétrons secundarios da superficie e da se¢do
transversal dos nanotubos de TiO, formados pelo processo de anodizagdo a partir do Ti metélico
(MACAK et al., 2007).

Quando se utiliza eletrdlitos a base de fluoretos, o processo de oxidacdo ndo é
tdo restringido em consequéncia da dissolucdo do 6xido, como mostra a Figura 3.9
(MACAK et al., 2007; FEIL 2010). Para que ocorra o crescimento dos nanotubos é
necessario existir, nesse caso, uma competicdo entre a formacdo do 6xido anddico
(reagdo: Tig + 2H,0 —TiO, + 4H™ + 4¢’) e sua dissolugdo local pelos ions fluoretos
(reagdo: TiOye) + 6HF — H,TiFs + 2H,0).

Eletrélito
H,O H* Ti(OH),0,
7 W
t 0z Ti4*
AU
o TiO,
7
........... ’-.L’-}Oxidaqéo
Ti Ti

Figura 3.8. Processo de formag&o do TiO, anddico sem a presenca (imagem & esquerda) e com a

presenca (imagem a direita) de ions fluoreto (MACAK et al., 2007).
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Na literatura, as tensfes mais empregadas para a obtencdo de nanotubos séo
del0V e 20V (BAUER et al., 2006; YU et al., 2010). Vale ressaltar que o uso de
tensdes muito baixas, (<5V) normalmente ndo possibilita a formacdo de 6xido, havendo
apenas um ataque da superficie do metal. Em contrapartida, se tensées muito elevadas
sdo aplicadas (> 35 V) a estrutura nanotubular pode ficar comprometida uma vez que
esta pode ser destruida ao longo do tempo (LAl et al., 2009). Assim, verifica-se que a
escolha da tenséo a ser usada na anodizacdo € de fundamental importancia quando se

busca uma camada de 6xido com estrutura auto-organizada.

A mesma preocupacdo deve-se ter com o tempo de anodizacdo, o qual pode
variar de alguns minutos a horas dependendo do resultado desejado. Quando o tempo é
relativamente pequeno pode ocorre apenas um ataque na superficie, aparecendo
somente poros devido a dissolucdo do 6xido. Se o tempo de anodizacdo € prolongado,
0s nanotubos vao aparecendo e se organizando e, uma vez formados, o tempo tera
influéncia somente em sua espessura (ZHAO et al., 2007).Dessa forma, quanto maior o
tempo de anodizacdo, mais espessa sera a camada dos nanotubos formados, como

mostra a Figura 3.10.
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Figura 3.9 Espessura da camada nanotubular obtida em meio glicerol/ 4gua deionizada com
0,5% em massa de NaF e Na,SO, 0,2M usando uma voltagem de 20V em func¢do do tempo de

anodizacdo (ZHAO et al., 2007).

Para maior eficiéncia da anodizacdo é preciso levar em consideracéo a selecdo
dos elementos de liga bem como sua microestrutura (ROOT et al., 2017). Elementos
que tém a capacidade natural de formacao de uma pelicula de o0xido protetora, como o

titdnio, nidbio, zircénio e tantalo, sdo os melhores candidatos para apresentar, sob
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condicBes controladas, 6xidos com morfologias auto-organizadas (ZWILLING, et al.,
1999, SIEBER, et al., 2005, TSUCHIYA et al., 2004, OH et al., 2006). Também ¢é
conhecido na literatura que, em ligas de titanio, as fases presentes afetam a nucleacgéo e
o crescimento de nanotubos sendo preferivel nesse caso, ligas que contenham a fase 3
retida, uma vez que esta favorece a formagéo de nanotubos com estrutura regular e mais
uniforme (MACAK et al., 2007).

Estudos mostram que o aumento da resisténcia a corrosdo dessas ligas pode ser
alcancado pelo uso de anodizacdo que, nos Ultimos anos vem sendo mais empregada
com o intuito de se alcangar uma camada nanoestruturada, dentre esses estudos
encontram-se os apresentados por MACAK et al.(2007) e KIM et al.(2013). No entanto,
vale destacar que nem sempre as melhores respostas sdo obtidas quando as camadas
nanotubulares sdo formadas, existindo outros aspectos a serem considerados como, por
exemplo, a permeabilidade do eletrdlito no filme formado, que pode eventualmente ser
maior com este tipo de morfologia, produzindo, dessa forma, camadas protetoras menos
eficientes. Portanto, neste estudo ndo houve uma maior preocupacao com a obtencao de
nanotubos, mas apenas um interesse no efeito da anodizacdo sobre a resisténcia a

corroséo e biocompatibilidade das ligas Ti-35Nb-xTa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. TRATAMENTOS TERMICOS

As ligas Ti-35Nb-(0; 2,5; 5; 7,5)Ta (% em peso) utilizadas neste estudo foram
produzidas na UNICAMP em forno a arco com atmosfera controlada, tratadas
termicamente a 1000°C por 24 h para homogeneizacdo composicional e laminadas a
quente com temperatura de trabalho em torno de 1000°C.

Depois de recebidas, sob a forma de placas com espessura de 4 mm, as ligas
foram cortadas em cortadora metalografica CM40 — Teclago, utilizando discos de SiC e,
em seguida, foram realizados os tratamentos térmicos a 1000°C por 1 h em forno
resistivo com atmosfera de argdnio seguido de resfriamento répido em &gua. Este
tratamento foi realizado com objetivo de obter baixo mddulo de elasticidade, conforme
visto por SOUZA et al.( 2010).

4.2. MICROSCOPIA OPTICA

Apl6s 0s cortes e tratamentos térmicos um grupo de ligas com diferentes
composicOes foi selecionado para andlise microestrutural. Estas ligas foram entdo
embutidas a frio e lixadas com lixas de SiC de grana 120 a 4000 e, em seguida, foram
polidas utilizando pano com alumina em suspensdo de 3,0 um. Apods o processo de
preparacdo da superficie, as ligas foram atacadas com uma solucéo de Kroll, consistindo
de 3 ml de HF, 6 ml de HNO3, e 91 ml de H,0, e suas microestruturas foram analisadas
e fotografadas com o auxilio de um microscépio éptico CARL ZEISS, modelo Axio
SCOPE Al ZEISS.

4.3. DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A técnica de difragdo de raios X foi utilizada com o intuito de identificar as fases
presentes nas microestruturas das ligas Ti-35Nb-xTa tratadas termicamente a 1000°C e

resfriadas em agua. Assim, ap0os o preparo das superficies: lixamento até a lixa de grana
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4000, seguida de polimento com aumina em suspensdo de 3,0 pum, as ligas foram
analisadas no difratbmetro Empyrean da PANalytical, usando radiacdo Cu-Kq (A= 1,54
A). A fonte de raios X operou sob tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA. A taxa de
varredura foi de 0,055°/s com variagéo 26 de 30 a 90° e passo de 0,13° . As fases foram
identificadas usando as fichas de padrdo do JCPDS (Joint Committee for Power
Diffraction Standards).

4.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para caracterizacdo morfoldgica das camadas de 0xido formadas sobre as ligas
anodizadas foi utilizado um Microscopio Eletrbnico de Varreduracom emissdo de
campo (MEV-FEG), Philips XL-30, do Laboratério de Caracterizacdo Estrutural (LCE)
pertencente ao Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Através deste microscopio foram obtidas imagens de
elétrons secundérios utilizando uma tenséo de aceleragdo de 2 kV.

4.5. CONFECCAO DOS ELETRODOS DE TRABALHO

Os eletrodos de trabalho usados nos ensaios eletroquimicos (curva de polarizacdo
anodica e impedancia eletroquimica) foram confeccionados apds o tratamento térmico
descrito no topico 4.1. Inicialmente, as ligas foram lixadas apenas para remover a
camada de Oxido gerada durante o tratamento térmico. Em seguida, foram
desengorduradas em agua e acetona. Posteriormente, um fio de cobre foi soldado sobre
as ligas para estabelecer contato elétrico e as mesmas foram embutidas a frio com resina
poliéster de cura rapida.

Antes da realizacdo dos ensaios eletroquimicos, as superficies das ligas néo
anodizadas foram mais uma vez lixadas até a lixa de 4000 mesh, limpas com agua
destilada e acetona em banho ultrassénico durante 15 min. A Figura 4.1 mostra uma

ilustracdo do esquema de preparacao dos eletrodos.
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2-Tratamento Térmico 4-Limpeza da amostra e solda

dofio de cobre .
Liga de titénio
we cobre
— = T
5-Embutimento, lixamento,

3-Lixamento para remoc¢io

polimento e limpeza dos
dacamada de éxido

1-ligas de Titanio
eletrodos

Figura 4.1. Desenho esquemético de um eletrodo de trabalho empregado nos ensaios

eletroquimicos.

4.6. ANODIZACAO DAS LIGAS

Para as anodizac0es, as ligas passaram pelas etapas mostradas na Figura 4.1 com
alteracdes somente no processo de limpeza que foi mais rigoroso, com o objetivo de
eliminar, o méximo possivel, as impurezas de suas superficies. Desta forma, apo6s o
lixamento até a lixa de 4000 mesh, as ligas foram limpas obedecendo as seguintes
etapas: 15 min em acetona PA, 15 min em alcool isopropilico PA e 15 min em agua
destilada. Todas as etapas foram realizadas utilizando banho ultrassonico, de modo
semelhante ao procedimento empregado por MACAK et al.( 2007). Em seguida, as
ligas foram secas com jato de ar frio e guardadas em dessecador até o momento da
anodizacdo. E importante informar que nas amostras usadas para a caracterizacdo no
MEV né&o houve a necessidade de embutimento.

O processo de anodizagdo foi realizado com o auxilio de uma fonte de
alimentacdo NetzanschluBgerat- PHYWE. O eletrélito utilizado foi o fluoreto de
amonio NH4F (0,54 mol/L) dissolvido em uma mistura de agua e glicerol (50/50 vol %).
Uma célula eletroquimica de dois eletrodos, anodo (ligas de titanio) e catodo (haste de
platina), foi acoplada a fonte conforme pode ser visto na Figura 4.2. A distancia entre as
ligas e a haste de platina foi fixada em 3 cm. O arranjo mostrado na Figura 4.2 foi
desenvolvido para que trés amostras fossem anodizadas por vez. Os ensaios foram
realizados a temperatura ambiente e sob agitacdo constante, a tensdo aplicada foi de
20V mantida constante durante 1h de anodizacéo.
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Haste de platina

Ligas de Titanio
Figura 4.2 Célula eletroquimica utilizada no processo de anodizacao.

Ap0s o término da anodizacdo, as amostras foram lavadas em &gua destilada,
secas com jato de ar frio e armazenadas no dessecador para 0s ensaios de polarizacao,

impedancia eletroquimica e testes de citotoxicidade.

4.7. PREPARACAO DO FLUIDO CORPOREO SIMULADO (SBF)

Uma solucdo de fluido corpéreo simulado (SBF) foi utilizada como eletrélito para
avaliar a resisténcia a corrosdo das ligas de Ti-35Nb-xTa. Essa solucdo foi escolhida
uma vez que simula a parte inorganica do ambiente onde os implantes ficam em
contato, a composi¢do do eletrdlito é mostrada na Tabela 1.

Para a preparacdo do SBF alguns cuidados precisam ser tomados, pois essa é de
dificil preparo e facilmente contaminada. Por isso todas as vidrarias usadas foram
limpas em solucdo de &cido cloridrico 1 mol/L. Assim, ap6s a limpeza as seguintes
etapas para a preparacdo de 1L de SBF foram seguidas. A agua destilada usada na
solugdo foi aquecida a uma temperatura de 37°C, essa temperatura simulando a
temperatura média do corpo humano.

Posteriormente os reagentes da Tabela 4.1 foram cuidadosamente adicionados um a
um, na ordem que se apresentam. E importante ressaltar que um reagente s6 era
adicionado quando houvesse a total dissolucdo do anterior. Apos a adicdo do
bicarbonato de sodio (NaHCO3) o pH foi medido e apresentou um valor proximo a 8,0.
Antes de adicionar o cloreto de calcio (CaCl,), o mesmo deve ser diluido em uma
guantidade minima quanto possivel (gotas) de HCI 1 mol/L, entdo o sal diluido em

acido foi adicionado lentamente a solucdo. Apos a adicdo do ultimo reagente o pH foi
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novamente medido e deve estar em torno de 7,4.Uma vez que todos os reagentes
estejam completamente dissolvidos o volume deve ser completado para 1L, com &gua
destilada mantida a 37°C. A solucdo foi homogeneizada e armazenada na geladeira até
sua utilizacdo. Se o preparo da solugédo for bem sucedido ndo deve ocorrer precipitagcdo

de nenhum sal.

Tabela 4.1: Reagentes utilizados na preparagéo da solucéo de SBF.

REAGENTES Concentracao (mol/L)

NaCl 0,20

KCI 4,51 x10°

K,HPO, 1,50 x10°

MgCl, 4,82 x10°

Na,SO, 7,53x10™

NaHCO, 6,25 x107

CaCl, 3,71 x103

4.8. ENSAIOS ELETROQUIMICOS

Curvas de polarizagdo anddica e impedancia eletroquimica foram realizadas nas
ligas de Ti-35Nb-xTa com e sem modificacbes das superficies via anodizacdo. Os
ensaios foram realizados usando um potenciostato/galvanostato PGSTAT 320N. Assim,
uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos foi usada sendo o eletrodo de
Ag/AgCl usado como eletrodo de referéncia, uma haste de platina como contra eletrodo
e as ligas de titdnio como eletrodos de trabalho. As resisténcias a corrosdao das ligas

anodizadas e sem anodizar foi testada em solugéo de fluido corporeo simulado (SBF).

Tanto as curvas de polarizagdo anddica com as impedancias eletroquimicas
foram obtidas apo0s a estabilizacdo do potencial de circuito aberto (PCA). A polarizacéo
anodica partiu do PCA até 2V de sobretensdo, com uma velocidade de varredura de 5
mV/s. As impedancias eletroquimica foram realizadas no PCA, com amplitude de sinal
de 10 mV, o intervalo de frequéncia investigado foi de 107 a 10* Hz. Os ensaios de
impedancia foram realizados mantendo a célula eletroquimica dentro de uma gaiola de
Faraday com o intuito de evitar eventuais ocorréncias de interferéncias elétricas. A
Figura 4.3 mostra uma ilustragdo da célula eletroquimica montada para execugdo dos

ensaios.
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Eletrodo de referéncia
(Ag/AgCI)

Haste de platina
Ligas de Titanio (Contra Eletrodo)
anodizadas e sem anodizar

(Eletrodos de trabalho)

SBF

Figura 4.3 Desenho esquematico da célula eletroquimica utilizada na obtencdo das curvas de
polarizagdo anddica e de impedancia.

4.9. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade realizado nas ligas Ti-35Nb-xTa com e sem
modificacOes das superficies, seguiu a norma ISSO 190993-5 (2009) com o teste de
contato direto, onde foram utilizadas células pré-osteoblasticas de camundongo
(MC3T3-E1, ATCC®), cultivadas em meio de cultivo (a-MEM) (Sigma) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de L-glutamina (Sigma) e 1%
penicilina/estreptomicina (Sigma). As células foram expandidas em atmosfera
umidificada (37°C e 5% de CO,) em incubadora LS Logen e o ensaio foi realizado em

triplicata.

Inicialmente, as amostras foram esterilizadas em uma estufa a 170°C por 1 hora.
As amostras foram imersas em meio de cultura suplementado com 10% de soro fetal
bovino por 1 hora a fim de melhorar a adesdo e em seguida foi inoculada a densidade de
1 x 10* células por amostra. As células em contato com as amostras foram incubadas por
24h em estufa a 5%C0,/37°C. Apos atingido esse tempo, utilizou-se o método de MTT
— 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio. Segundo Mosman (1983) esse ensaio
baseia-se na reducdo celular de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol, 2-yl)- 2,5-diphenyl-212
tetrazoliumbromide] em cristais de formazan, que ao serem dissolvidos absorvem na
regido do visivel, podendo ser analisado por espectrofotometria. Essa reducdo é

realizada através de desidrogenases celulares mitocondriais, sendo observada apenas em
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celulas vidveis. Para realizar essa analise, adicionou-se as amostras com as células 1000
pL de solucao de Smg/mL de MTT diluida 10x em solugdo tampao PBS durante 3h em
incubadora. Por fim, retirou-se esta solucdo e adicionou-se isopropanol acidificado
(0,3% de HCI) por 10 min para a dissolucdo dos cristais de formazan produzidos. A
absorbéncia foi lida a 570 nm pelo leitor de placa ELISA (Synergy H1 Multi-
ModeReade). Para fins comparativos, utilizou-se como controle positivo (citotoxico) e
negativo (ndo tdxico) latex e as células sem a presenca de biomaterial (cultivada apenas
com meio de cultura suplementado), respectivamente. Os dados obtidos nesse teste
foram analisados com a analise estatistica ANOVA, com o intuito de verificar se houve

diferencas entre a distribuicdo dos grupos estudados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL DAS LIGAS

As microestruturas das ligas Ti-35Nb-xTa (x = 0; 2,5; 5; 7,5) solubilizadas no
campo B a 1.000°C por 1h e resfriadas em agua séo apresentadas na Figura 5.1. Na
Figura 5.2 sdo observados seus respectivos difratogramas de raios X.

Figura 5.1. Micrografias das ligas solubilizadas a 1.000°C por 1h e resfriadas em agua.
Composicdes: (a) Ti-35Nb; (b) Ti-35Nb-2,5Ta; (c) Ti-35Nb-5Ta; (d) Ti-35Nb-7,5Ta.
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Figura 5.2. Difratogramas de raios-X das ligas Ti-35Nb (a), Ti-35Nb-2,5Ta (b), Ti-35Nb-5Ta
(c) e Ti-35Nb-7,5Ta (d) solubilizadas a 1000°C por 1h e resfriadas em &gua.

Ao observarmos a liga Ti-35Nb (Figura 5.1a), constatamos que sua
microestrutura é constituida pela fase a”, a qual apresenta uma morfologia de agulhas.
Através do seu difratograma de raios-X (Figura 5.2a), é possivel verificar que houve
retencdo parcial de B, embora esta fase ndo seja perceptivel nessa micrografia, por se
encontrar, provavelmente, dispersa entre as agulhas da martensita. Com a adi¢cdo de

2,5% de Ta, (Figuras 5.1b e 5.2b) nota-se que a fase martensitica ainda é predominante,
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ou seja, essa concentragdo de tantalo ndo foi significativa para produzir um aumento
consideravel da fragdo de volume de B, o que ¢ coerente com o fato do tintalo ser

considerado um elemento com baixo efeito B-estabilizador (TANG et al., 2016).

Com a adicdo de 5% de Ta, uma alta fracdo de volume da fase P ja foi observada
juntamente com a martensita a”, como mostra a microestrutura apresentada na Figura
5.1c. A fase B apresenta uma morfologia com aspecto liso, diferente da fase o”. Seu
difratograma de raios X (Figura 5.2¢) confirma a presenga de B e a”, sendo a fase P
majoritaria. Para 7,5% de Ta (Figuras 5.1d e 5.2d), houve uma completa retencdo desta
fase, 0 que mostra que essa concentracdo de elemento de liga foi suficiente para reduzir
a temperatura de inicio de formacdo da martensita (M;) a um valor abaixo da

temperatura ambiente.

Todos os resultados aqui apresentados estdo em concordancia com aqueles
divulgados por SOUZA et. al.(2010). Nesse caso, € importante destacar que tais autores
também analisaram as ligas Ti-35Nb-5Ta e Ti-35Nb-7,5Ta por microscopia eletronica
de transmissdo (MET) e seus resultados mostraram a existéncia de uma baixa densidade
de precipitados da fase ® na matriz B. Isso indica que a fase ® pode estar presente nas
amostras deste estudo, em pequena fracdo de volume, abaixo do detectavel por difracdo
de raios X.

5.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS SUPERFICIES
ANODIZADAS

As superficies das ligas Ti-35Nb-xTa anodizadas a 20V por 1h sdo apresentadas
na Figura 5.3, onde é possivel observar que, em todas as amostras, houve a formagéo de
filmes de Oxido com topografias variaveis. Ao analisar a superficie anodizada da liga
Ti-35Nb (Figura 5.3a), nota-sea existéncia de marcas de orientagéo da lixa utilizada na
preparacio da superficie do substrato, o que indica que a camada existente de Oxido é
fina. Com as adicOes de Ta, principalmente nas concentracOes de 5 e 7,5%, as camadas

de oxido aparentam ser mais espessas como podem ser observadas nas Figuras 5.3

(b),(c) e (d).
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Pesquisas realizadas por KIM et al., (2013) mostram que esse elemento de liga
promove a formacdo de nanotubos de TiO, e, em vista disso, uma analise mais
criteriosa de suas superficies foi realizada. Assim, pode-se observar nas imagens
apresentadas na parte superior esquerda das Figuras 5.3a-d que ndo houve formacao de
camadas nanoestruturadas para nenhuma das ligas com o procedimento adotado. No
estudo de KIM et al., (2013), todos as anodizac¢des foram realizados a 10 V por 2 h.
Essas diferencas de tensdo e de tempo aplicados podem ter sido os principais fatores que
ndo permitiram obter uma camada de dxido com estrutura auto-organizada. Contudo €
importante ressaltar que, o foco deste estudo é avaliar o efeito do tratamento de
superficie via anodizacdo e suas reais contribuicdes frente a resisténcia a corrosdo e
cititoxicidade das ligas Ti-35Nb-xTa. Assim, a condicdes ideais para a formacdo de
nanotubos ndo foram aqui criteriosamente investigadas, uma vez que uma camada de
Oxido ndo necessariamente auto-organizada pode ja garantir melhorias destas

propriedades.
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Figura 5.3. Imagens (MEV) com aumento de 10.000 x de amostras anodizadas a 20V por 1h de
composicOes Ti-35Nb (a), Ti-35Nb-2,5Ta (b), Ti-35Nb-5Ta (c). e Ti-35Nb-7,5Ta (d). O detalhe
na parte superior esquerda de cada imagem corresponde a uma apliacdo de 100.000 x.

5.3. ENSAIOS ELETROQUIMICOS

5.3.1 CURVAS DE POLARIZACAO ANODICA

As curvas de polarizagdo das ligas sem tratamento de superficie via anodizacdo

séo apresentadas na Figura 5.4
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Figura 5.4 Curvas de polarizacdo anddica em meio de SBF para as ligas Ti-35Nb-xTa (x= 0;

2,5; 5; 7,5) antes da anodizagéo.

De acordo com a Figura 5.4, todas as curvas partem do mesmo potencial,
mostrando que a presenca de tantalo ndo alterou o potencial de corrosao das ligas, Ecorr =
5,04 mV. No entanto, uma melhora significativa na resisténcia a corrosdo das mesmas é

claramente observada.

As ligas com maiores concentracbes de Ta (5 e 7,5%) tiveram suas curvas
deslocadas para regides de menores densidades de corrente (regido 1), o que néo foi tdo
pronunciado para a liga com 2,5% de Ta. Além disso, somente as ligas com 5 e 7,5% de

Ta apresentaram comportamento tipico de “metal-valvula”, onde um patamar de
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corrente é observado pela formacdo de um éxido aderente e insollivel com carater
protetor (regido Il). Sabe-se que o titdnio e muitas de suas ligas apresentam esse
comportamento, sobretudo em meios ausentes de ions cloretos (JABLOKOV et al.,
2017). Entretanto na presenca de halogénios, em especial os ions cloretos, um ataque
localizado (pite) na superficie do 6xido pode ser observado. Assim, com a quebra do
Oxido protetor a superficie do metal torna-se localmente ativa e conseqiientemente um
aumento na densidade de corrente é notado como pode ser observado nas curvas das

ligas Ti-35Nb-5Ta e Ti-35Nb-7,5Ta na regido 111 da curva de polarizacao.

Os potenciais de pite (Epie) € um fator importante na resisténcia a corroséo de
um material. Quanto mais elevado esse potencial, mais estavel é o éxido formado e
maior a protecdo oferecida. As curvas de polarizacdo mostram que as ligas Ti-35Nb-
5Ta e Ti-35Nb-7,5Ta apresentam Egi elevados, em torno de 1,25V e 1,40V,
respectivamente. Vale ressaltar que um dos maiores problemas das ligas usadas como
implantes metalicos é a corrosdo por pite, ocasionada pela quebra do filme de 6xido.

As ligas Ti-35Nb e Ti-35Nb-2,5Ta mostram claramente que pites sdo formados
em suas superficies, pois as curvas de polarizacdo destas ligas apresentam um aumento
continuo da densidade de corrente e um patamar ndo consegue ser mantido. Por outro
lado, as ligas com 5% e 7,5% de Ta se comportam de forma interessante com potenciais
de pite acima de + 1V. Segundo CHELARIU et al.(2017), esses comportamento é
bastante desejavel, pois os valores de polarizacdo medido no corpos humano séo abaixo,
+1V.

E importante ressaltar que as ligas Ti-35Nb e Ti-35Nb-2,5Ta ndo apresentaram
um comportamento passivo, e isto sugere que o tantalo teve um papel importante na

formacdo de um 6xido estavel no meio estudado.

Outro fato relevante é o fenbmeno da repassivacdo, que somente foi observado
na liga com maior concentracdo de tantalo, regido IV. Embora os E,i. € a densidade de
corrente de passivacao lpass para as ligas com 5% e 7,5% de tantalo sejam proximos,
0,050 mA e 0,042 mA, respectivamente, somente a liga com maior concentracéo deste
elemento se repassiva em torno de 1,80 V. Além disso, a liga Ti-35Nb-7,5Ta, também
se passivar mais rapidamente, em torno de 60 mV a menos que a liga com 5% de Ta.

Mais uma vez o papel deste elemento na estabilidade do éxido protetor é notado, a
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repassivagdo é um comportamento tdo importante quanto a passivacao, pois o material
com esta propriedade exibe um importante papel na resisténcia a corrosdo da liga
(TAVARES et al., 2014; GEETHA et al.,2009)

As microestruturas das ligas também influenciam diretamente no
comportamento corrosivo das mesmas. Segundo TAVARES et al.(2014), a fasep
favorece a resisténcia a corrosdo nas ligas de titanio e isto estd de acordo com 0s
resultados aqui observados. Como visto anteriormente, somente na concentracdo de
7,5% de Ta houve uma completa retencdo desta fase e foi justamente esta liga que
apresentou o melhor desempenho em SBF, seguido da liga com 5% de Ta, onde uma

alta fracdo de volumede [ foi também observada juntamente com a fase martensitica a”.

Por outro lado, as microestruturas das ligas Ti-35Nb e Ti-35Nb-2,5Ta sdo
constituidas majoritariamente pela martensita, a qual é do tipo acicular apresentando
placas primarias e secundarias que, dependendo de sua orientacdo, podem exibir
contornos definidos ou ndo (Figura 5.1a-b). No que se referem aos processos corrosivos,
essas regides de contorno entre placas tornam-se locais propicios ao ataque de ions
agressivos, ou seja, essas ligas sdo mais suscetiveis a corrosao, pois sobre sua superficie
varias microcélulas galvanicas sdo formadas, onde os contornos podem atuar como
anodo (HO et al, 1999).

Com relacdo a Figura 5.5, onde estdo representadas as curvas de polarizacéo
anodica das ligas ap6s tratamento de superficie, o primeiro fato a ser observado € que o
mesmo padrdo visto nas ligas sem o tratamento € mantido, isto €, a medida que aumenta
a concentracio de tantalo, aumenta a resisténcia a corrosdo das ligas. E importante
salientar que os valores de densidade de corrente alcancados nas ligas anodizadas séo
muito menores (cerca de duas ordens de grandeza) do que os valores das densidades de

corrente das ligas sem anodizar.

Esses resultados mostram claramente como o processo de anodizagdo contribuiu
significativamente para o aumento da resisténcia a corrosdo das ligas, pois quanto
menores os valores de corrente mais resistivo € o oxido formado e mais eficiente a
protecdo contra a corrosdo. Vale ressaltar que embora ndo seja possivel uma clara
diferenciacdo entre as camadas de Oxidos geradas por cada liga durante a anodizacao, as

imagens obtidas no MEV revelam que, para as ligas contendo tantalo uma camada de
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Oxido mais espessa é observada, sugerindo um efeito barreira mais eficiente, fato que

foi comprovado nas curvas de polarizacao.

Por fim, pode-se ainda notar que em nenhuma composi¢ao as curvas apresentam
as regides distintas observadas para as ligas com maiores teores de Ta, Figura 5.4. Na
verdade esse comportamento ja era esperado, as regides I, 11 e 111 sdo regibes tipicas nas
curvas de polarizagdo anodica de “metais- valvulas” durante a formagdo e posterior
dissolucdo da camada de 6xido protetor. As curvas da Figura 5.5 sdo referentes as ligas
anodizados, ou seja, a camada de 6xido ja foi previamente formada, assim os perfis das
curvas apontam somente para a etapa da dissolugdo das camadas no meio estudado
caracterizado pelo aumento da densidade de corrente que ocorre mais lentamente na liga
Ti-35Nb-7,5Ta.

V)Ag/AgCI
S

ﬁ 0,51 —— Ti-35Nb
— Ti-35Nb-2,5Ta
—— Ti-35Nb-5Ta
0,0 Ti-35Nb-7,5Ta
0000 0003 0008 0,009

| (mA/cm?)

Figura 5.5 Curvas de polarizacdo anddica em meio de SBF para as ligas Ti-35Nb-xTa (x = 0;
2,5; 5; 7,5) anodizadas.
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5.3.2 IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

As Figuras 5.6 e 5.7 mostram os diagramas de Nyquist das ligas antes e depois
da anodizacao, respectivamente. Os resultados obtidos corroboram com os observados
nas curvas de polarizacdo. Tanto nas ligas sem anodizar quanto nas anodizadas, a
presenca do tantalo aumenta a resisténcia de polarizagao (Rp) do material. A resisténcia
de polarizacdo é uma medida da resisténcia a corrosdao do material em determinado

meio, quanto maior o R, mais resistente o material (WOLYNEC, 2003).

A Figura 5.6 mostra que a adi¢éo de tantalo aumenta o R, no minimo quatro
vezes em relagéo a liga sem esse elemento. Quando comparamos 0s R, das amostras
sem anodizar com as amostras anodizadas (Figura 5.7), observamos valores de Rp
muito mais elevados. Este resultado sugere que os filmes de 6xidos formados nas
amostras anodizadas sdo mais estaveis e espessos atuando assim como uma barreira
mais efetiva contra os ions agressivos. Desta forma, a protecdo oferecida ao substrato €

mais efetiva e 0s processos corrosivos sao minimizados.
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Figura 5.6. Diagrama de Nyquist das ligas Ti-35Nb-xTa (x = 0; 2,5; 5; 7,5) sem anodizar.
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Figura 5.7. Diagrama de Nyquist das ligas Ti-35Nb-xTa (x =0; 2,5; 5; 7,5) anodizadas.

Os valores de capacitancia também foram obtidos através das medidas de
impedancia usando a equacdo abaixo, onde Fnax € a frequéncia maxima observada no
diagrama de Nyuist e 0 Ry € a resisténcia a polarizagao:

C=1/21 FrnaxRp

Outra maneira de avaliar a resisténcia a corrosdo de um revestimento é medindo
sua capacitancia, pois a mesma € uma forma de monitorar o processo de permeacdo do
eletrolito através de revestimentos de modo geral. A absorcdo do eletrolito pelo
revestimento implica em um aumento da capacitancia sugerindo um processo de
degradacdo do mesmo. Assim, se o Oxido absorve mais facilmente o eletrolito, sua
capacitancia ira aumentar e, devido a essa maior facilidade de permeacdo, o substrato
fica mais exposto a ions agressivos favorecendo os processos corrosivos (CASTELA et
al., 2002; DEFLORIAN et al., 1999 et al., 2014; MACEDO et al., 2009).

A Figura 5.8 mostra as capacitancias dos filmes de 6xidos nas ligas antes e apds
a anodizagdo com 0s seus respectivos desvios padrdo. Observa-se que os valores de
capacitancias das ligas sem anodizar sdo maiores que as ligas anodizadas e os maiores
desvios padrdo foram encontrados para as ligas com teores de 2,5 e 5,0% de Ta sem
anodizar. Esse elevado desvio padrdo, sobretudo para a liga de 5% sem anodizar pode
estar associada a microestrutura do material. Trés pedagos distintos das ligas foram
usados na confeccdo dos eletrodos, assim é possivel que uma fase tenha sido mais ou
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menos contemplada em um eletrodo do que no outro e isso tenha provocada essa
flutuagdo nos resultados.

Contudo, mais uma vez os resultados apontam a melhoria na resisténcia a
corrosdo atraves do processo de anodizacdo. Os menores valores de capacitancia
encontrados foram os das ligas com maior percentual de tantalo, tanto nas amostras sem
anodizar quanto nas amostras anodizadas sugerindo mais uma vez que a adigdo do
tantalo contribui na resisténcia a corrosdo das ligas de Ti-35Nb, pois o 6xido formado é
mais estavel na presenca deste elemento.

No entanto, era esperado que as capacitancias diminuissem a medida que o
tantalo fosse adicionada nas ligas, este comportamento néo foi observado. Com tudo as
ligas Ti-35Nb-2,5Ta apresentam valores de capacitancia maior que a liga sem tantalo
nas duas condicdes estudadas. Em virtude do elevado desvio padrdo ndo ficou claro se a
liga com 5% de tantalo sem anodizar seguiria a mesma tendéncia desta liga quando
anodizada.

De qualquer forma, o conjunto de resultados até aqui apresentado corroboram
entre si e indicam que a presenca do tantalo na liga Ti-35Nb contribui para elevar a
resisténcia a corrosdao em meio de SBF. Isto pode estar associada a natureza do 6xido
formado, na verdade a mistura de Oxido de titdnio, nidbio e tantalo, contudo seria
necessarios uma analise com XPS para compreender melhor a composicdo dessa
camada de oxido protetor como foi realizados nos trabalhos de TAVARES et al.( 2014)
e ZHANG et al.( 2009).

Segundo JIANG et al.(2011), durante a formagdo da camada de Oxido pode
ocorre a formacdo de uma solucdo solida entre o elemento de liga majoritario e o
elemento em menor quantidade. O elemento em menor proporcao é dissolvido no 6xido
como dopante alterando as propriedades da camada passiva. Um comportamento

semelhante pode ter ocorrido nas ligas deste estudo, no entanto precisa ser confirmado.
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Figura 5.8. Capacitancia das ligas Ti-35Nb-xTa, anodizadas e sem anodizar , com seus

respectivos desvios padréo.
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5.4. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

O efeito citotoxico das ligas Ti-35Nb-xTa anodizadas e sem anodizar foi
investigado utilizando células osteoblasticas do tipo MC3T3. Na Figura 5.9, os
resultados sdo apresentados como valores medios de absorbancia para cada composi¢do
nas duas condicfes. Nesse teste, quanto maior o valor de absorbancia maior sera a
quantidade de células vivas quando expostas a superficie das ligas, o que pode indicar
uma resposta negativa em relacdo a citotoxicidade. As diferencas entre 0s grupos
também foram estatisticamente avaliadas pela anélise de variancia ANOVA seguida do

teste de Turkey para um intervalo de confianga com parametro p < 0,05.

0,14 -
0,12 4
0,10 4

*

0,08

D.O

0,06

0,04

0,02 4

0,00

Branco

35 Anodizada

35 Sem Anodizar

2,5 Anodizada

2,5 Sem Anodizar
5 Anodizada

5 Sem Anodizar

7,5 Anodizada

7,5 Sem Anodizal

Figura 5.9. Citotoxicidade em células MC3T3 expostas as ligas Ti-35Nb-xTa SA e A

por 24h. O * indica que h& diferenca estatisticamente significativa entre o branco e a

amostra 7,5 sem anodizar.

Através desta Figura, pode-se observar uma maior quantidade de célula vivas
sobre a superficie das ligas SA e A em relacdo ao branco (polietileno), no entanto, ndo
ha diferenca estatisticamente significativa entre elas, exceto para o branco e a liga Ti-
35Nb-7,5Ta SA, conferindo esta uma melhor resposta.

Os resultados obtidos mostram que esses materiais S80 promissores, pois ao

primeiro momento estes ndo apresentaram citotoxicidade, resultado que deve ser
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intrinseco a um biomaterial, caso contrério, 0 material pode levar a morte celular por
apoptose. Contudo, ainda é necessaria a realizacdo de testes de adesdo e proliferacao
celular para verificar como essas células se comportam na superficie dessas ligas com
mais tempo de exposicdo. Segundo Davies et al.(2003), as células ao se espraiarem em
uma superficie ddo preferéncia as que apresentam topografias diferenciadas, como € o
caso das superficies com éxido formados, por serem porosos e irregulares. Portanto, é
esperado que as ligas anodizadas, por possuirem uma camada de 6xido, tenham um
maior éxito na adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular em relacdo as ligas sem

modificacOes de suas superficies.
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6. CONCLUSOES

> As ligas Ti-35Nb-(0; 2,5; 5)Ta tratadas a 1.000°C e resfriadas em agua
apresentaram microestruturas constituidas pelas fase o e B, sendo esta ultima
majoritariamente presente na liga com adi¢do de 5%. Uma completa retencéo da

fase B foi somente observada na liga Ti-35Nb-7,5Ta.

> Os ensaios eletroquimicos mostraram que a adicdo de tantalo na liga Ti-35Nb
melhora a resisténcia a corrosao significativamente, em meio de SBF, sendo a

liga de melhor desempenho aquela com adicao de 7,5% de Ta.

> O tratamento de superficie por anodizacdo melhorou significativamente a
resisténcia a corrosdo das ligas. O mesmo padrdo observado nas ligas sem
anodizar foi mantido, ou seja, quanto maior a quantidade de tantalo, melhor o

desempenho no meio estudado.

> As imagens de MEV sugerem que as ligas com adicdo de tantalo formaram
camadas de 6xido mais espessas, 0 que pode ter contribuido na protecdo do
substrato pelo mecanismo de barreira, conforme também foi observado nos

resultados de impedancia e capacitancia.

> Nos testes de citotoxicidade, ndo foi possivel observar um comportamento
diferenciado entre os grupos de ligas com e sem tratamentos de superficies em
termos de quantidade de células vivas. Pela andlise de variancia, somente a liga
com 7,5% de Ta sem anodizar apresentou a melhor resposta negativa ao teste de

citotoxicidade para a linhagem celular investigada.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

b) Estudar a composicéo e estabilidade das camadas de 6xidos formadas nas ligas Ti-
35Nb-xTa;

d) Estudar a biocompatibilidade das ligas Ti-35Nb-xTa com e sem modificacdo da

superficie por anodizacao.

e) Investigar criteriosamente as melhores condi¢cBes para obter camadas de Oxidos

nanoestruturadas;
f) Comparar a técnica de anodizagdo nessas ligas com outras técnicas de tratamento de

superficie com o objetivo de avaliar qual método produz camadas de 6xidos mais

eficientes;
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